

































Abstract:  Fluorescent  dye  labeling  is  a  common  strategy  to  analyze  the  fate  of  administered 
nanoparticles  in  living organisms. However,  to which extent  the  labeling processes can alter  the 
original  nanoparticle  biodistribution  has  been  so  far  neglected.  In  this work,  two widely  used 
fluorescent dye molecules, namely, ATTO488 (ATTO) and Sulfo‐Cy5 (S‐Cy5), have been covalently 
attached to a well‐characterized CXCR4‐targeted self‐assembling protein nanoparticle  (known as 






labeling molecules  should be avoided  in  target and non‐target  tissue uptake  studies during  the 
design and development of targeted nanoscale drug delivery systems, since their effect over the fate 
of  the  nanomaterial  can  lead  to  considerable  miss‐interpretations  of  the  actual  nanoparticle 
biodistribution. 










is  the  ability  to  achieve  a  unique  biodistribution  pattern  by  the  recruitment  of  suitable 
physicochemical  properties  and  the  incorporation  of  effective  targeting  elements  in  a  single 
nanoparticle  [5]. However,  because  of  their  lack  of  signal  emission,  it  is  generically  difficult  to 
determine  the  final  fate of developed nanoparticles upon  in vivo administration. To address  this 
issue, several nanoparticle‐labeling strategies have been developed so far [6–9]. 
One of the most used approaches is based on the chemical conjugation of small molecular weight 
fluorescent  probes  such  as ATTO, Alexa  Fluor  or Cyanine molecules,  in  order  to monitor  their 
fluorescent signal accumulation  in  target and non‐target  tissues upon  intravenous administration 
[10–15]. In general, researchers assume that the observed signal distribution pattern is representative 
of the original nanoparticle behavior. However, whether these labeling processes can significantly 
alter  parental  nanoparticle  properties  and  in  consequence,  their  biodistribution,  has  been  so  far 
neglected  in most  of  the  studies.  In  this  sense,  few  studies  have  already described  the  effect  of 












To  address  this  issue,  we  have  chemically  conjugated  two  different  widely  known  small 
molecular weight fluorescent probes such as ATTO488 (ATTO) and Sulfo‐Cyanine5 (S‐Cy5) to the 
well‐characterized  T22‐GFP‐H6  targeted  protein  nanoparticle.  We  have  then  tracked  the 
biodistribution  of  the  original unlabeled T22‐GFP‐H6 nanoparticle  (measuring  its  intrinsic green 
fluorescence) and  the  resulting  two  labeled variants  (T22‐GFP‐H6‐ATTO and T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5) 







photostable  fluorescent  nanoparticles  of  12  nm  [30,31].  T22‐GFP‐H6  nanoparticles  show  high 
architectonic stability in vivo [32] and selectively internalize into CXCR4+ cells in the primary tumor 
and  in  macro  and  micro‐metastasis  in  a  disseminated  cancer model. Moreover,  no  significant 
accumulation  in non‐target organs upon  intravenous  injection has been observed  in an orthotopic 
mouse model of  colorectal  cancer  [33,34]. Such a new generation of  self‐assembling protein‐only 
nanoparticles appears as a paradigmatic example of an active targeting strategy because of its high 
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cell specificity and its outstanding biodistribution selectivity. This has been further confirmed when 
using  this material  to  transport different biological or chemical drugs, showing a highly selective 
cytotoxic  effect  in CXCR4+  target  cells  [12,35–39].  In  fact,  T22‐GFP‐H6  nanoparticles  show  high 
clinical relevance as a drug delivery system. In this regard, its covalent binding with the genotoxic 












The protein T22‐GFP‐H6 was produced  as described  [40].  In  short,  a  codon‐optimized gene 
encoding T22‐GFP‐H6 was provided by Geneart (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) and the protein 
was produced in Escherichia coli Origami B (Novagen, Merck Millipore, Burlington, MA, USA) at 20 
°C  overnight  upon  addition  of  0.1  mM  Isopropyl‐β‐D‐thiogalactopyranoside  (IPTG).  Protein 














data were  then analyzed with an Astra 6.0.2.9  software  (Wyatt  technology Corporation), and  the 









reacted  fluorescent  dye.  Conjugation  efficiency  was  then  checked  by  MALDI‐TOF  mass 
spectrometry. 
  







by  DLS  or  ELS,  since  Sulfo‐Cyanine  5  fluorescence  (excited  at  633  nm)  prevents  reliable  light 
scattering measurements.   
Ultrastructural  morphometries  of  T22‐GFP‐H6,  T22‐GFP‐H6‐ATTO  and  T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5 
(size  and  shape) were  determined  at  nearly  native  state with  field  emission  scanning  electron 
microscopy  (FESEM). Drops of 3 μL of diluted samples at 0.3 mg/mL were directly deposited on 
silicon wafers  (Ted Pella  Inc., Redding, CA, USA)  for 30 s, excess of  liquid blotted, air dried and 
immediately observed without coating with a FESEM Zeiss Merlin (Zeiss, Oberkochen, Germany) 
operating  at  1 kV  and  equipped with  a high  resolution  in‐lens  secondary  electron detector.  In  a 
qualitative  approach,  representative  images  of  a  general  fields  and  nanostructure  details  were 
captured  at  two  high  magnifications  (150,000×  and  400,000×).  In  a  quantitative  approach, 




free  ATTO  and  sulfo‐Cy5  dyes  were  recorded  in  a  Cary  Eclipse  spectrofluorimeter  (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA). A quartz  cell with 10 mm path  length and a  thermostated 






















Toledo  lymphoma cells were  incubated  in 96‐well plates  in RPMI medium (Gibco, Rockville, 
MD, USA) containing 10% of feta bovine serum (Gibco) in humidified atmosphere and 5% CO2 at 37 
°C for 24 h. Cells were then incubated in presence of 10 nM T22‐GFP‐H6, T22‐GFP‐H6‐ATTO or T22‐
GFP‐H6‐S‐Cy5  for  1  h.  For  competition  assays,  a  potent  CXCR4  receptor  antagonist  AMD3100 
(octahydrochloride hydrate, Sigma‐Aldrich) was incubated 1 h before sample addition. Incubation 






at 635 nm and a B detector  (660/20 bandpass  filter)  for Sulfo‐Cy5  fluorescence. All samples were 
analyzed  in  duplicate  and  free  ATTO488  and  Sulfo‐Cyanine  5  molecules  (at  2:1  molar  ratio, 





T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5  nanoparticles  in  CXCR4+  Toledo  Lymphoma  cell  line  by  Saturation  binding 
experiments.  For  that,  Toledo  cells were  incubated  in  96‐well  plates  in  RPMI medium  (Gibco) 
containing 10% of fetal bovine serum (Gibco) in humidified atmosphere and 5% CO2 at 37 °C for 1 h 
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NOD  SCID  (NOD.CB17‐Prkdcscid/NCrCrl)  female mice  (4 weeks  old) were  obtained  from 



















euthanized and subcutaneous  tumors and organs  (liver, kidney,  lung, pancreas and spleen) were 
collected.  Biodistribution  of  T22‐GFP‐H6  nanoparticles,  and  ATTO488‐  and  Sulfo‐Cy5‐labeled 
nanoconjugates  in  tumor  and  non‐tumor  organs  was  determined  by  measuring  the  emitted 
fluorescence  in  ex  vivo  tissue  sections  (3 mm  thick),  using  the  IVIS®  Spectrum  (Perkin  Elmer) 
platform. 
All  in vivo experiments and procedures  in both colorectal cancer and DLBCL mouse models 
were  approved  and  conducted  in  accordance with  guidelines  by  the  institutional  animal  Ethics 
Committee of Hospital de Sant Pau (Barcelona, Spain). Furthermore, based on the results obtained in 
previous biodistribution assays, we used the sample size and power calculator (GRANMO v. 7.12, 




at  5 h post‐injection,  and  fluorescence was  then progressively  reduced by proteolysis  leading  to 





the  amount  of  administered  protein  accumulated  in  each  tissue.  Emitted  FLI  signals were  first 
digitalized, displayed as a pseudocolor overlay and normalized by the organ size to be expressed as 
radiant  efficiency  ((p/sec/cm2/sr)/μW/cm2).  FLI  values  were  calculated  subtracting  the  auto‐
fluorescence  from  the negative control and  finally expressed as  tissue/tumor ratio  to compare  the 









Pairwise  comparisons  between  sample  groups  in  in  vitro  experiments were  determined  by 
Student t‐tests using SigmaPlot 10.0 (Systat software Inc., Berkshire, UK). For the in vivo experiments 
t‐test  and Mann–Whitney  U‐tests  were  used  to  analyze  differences  in  biodistribution  between 






into  12  nm  toroid‐like  structure  containing  around  10  copies  of  the  polypeptide  [43]  (Figure  1). 
Additional nanoparticle labeling with ATTO488 and Sulfo‐Cy5 fluorescent probes was achieved by 
chemical  conjugation  through  the  free  lysine‐amine  groups  of  the  protein.  These  fluorescent 
molecules were selected since being widely used labeling molecules, they show different biophysical 
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properties  (Supplementary  Figure  S1)  [44].  This  process  resulted  in  fully  stable  protein 
nanoconjugates that efficiently incorporated fluorescent molecules having the expected Poisson dye 
load  distribution  in  this  type  of  conjugation  [45]  (Figure  2A)  and  a  fluorescence  emission 
corresponding  to  the  conjugated  dye  molecules  (Supplementary  Figure  S2).  In  general  terms, 
nanoparticle  labeling  did  not  affect  protein  integrity  (Figure  2D),  surface  charge  or  original 
nanostructure as assessed by DLS, ELS (Figure 2C) and FESEM (Figure 2B). However, an intrinsic 
GFP  fluorescence  reduction  was  observed  in  T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5  nanoconjugates,  due  to  the 
quenching  induced by S‐Cy5 moieties (Supplementary Figure S3). In consequence, further  in vitro 
and in vivo nanoparticles analysis was followed by green fluorescence emission for T22‐GFP‐H6 (GFP 





Figure  1.  T22‐GFP‐H6  nanoparticle  characterization.  (A)  Modular  organization  of  T22‐GFP‐H6 
protein building blocks. T22  is a CXCR4 specific cationic tag derivative of poliphemusin II protein 












(T22)  nanoparticles  and  T22‐GFP‐H6‐ATTO  (T22‐ATTO)  and  T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5  (T22‐S‐Cy5) 
nanoconjugates.  Each  peak  over  30.6  kDa  (T22‐GFP‐H6)  corresponds  to  the  addition  of  a  single 
ATTO488  or  Sulfo‐Cy5 molecule,  respectively.  (B)  Representative  electron microscopy  (FESEM) 
images  of  the  three  nanoconstructs  (nanoparticles  and  nanoconjugates)  presented  in  two 
magnifications  (see  insets),  equivalent  in  all  images.  Scale  bars  indicate  30  nm.  At  the  bottom, 
quantitative average size of nanoconstructs is determined by image analysis and shown as mean ± 









in  labeled  than  in  unlabeled  nanoparticles  (Figure  3A,  Supplementary  Figure  S4).  In  addition, 

























subcutaneous CXCR4+ DLBCL mouse model  to determine  if  the  labeling  of nanoparticles  could 
significantly modify their original biodistribution pattern. The intravenous administration of control 
T22‐GFP‐H6 nanoparticles, which shows enough intrinsic fluorescent for ex vivo tracking, resulted 
in  their  stable  accumulation  in  target  tumor  cells  at  5 h post‐administration  (74% ±  5% TFU).  In 
contrast,  they showed very  low uptake  in main non‐target organs such as spleen, liver, kidney or 





organs, being  especially  significant  in  liver  (range:  26.6%  ± 0.9%–29.5% ±  0.9% TFU)  and kidney 
(range: 36% ± 4%–37% ± 3% TFU) (Figure 4, Supplementary Table S1).   

















resulted  in a high accumulation  in  tumor  (57% ± 7% TFU) with only a moderate accumulation  in 
pancreas at 5 h post‐administration (20% ± 3% TFU). However, the administration of T22‐GFP‐H6‐
ATTO and T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5 also resulted in a drastic reduction of tumor uptake to the range of 




coming  from  nanoconjugate  leakage  in  blood,  we  intravenously  administered  an  equivalent 
fluorescent amount of  free ATTO488 or Sulfo‐Cy5 molecules  that  resulted  in no accumulation  in 
tumor or any other organ (Figure 5C). 
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Figure  5.  Biodistribution  in  colorectal  cancer model.  (A)  Images  of  tumor  and  non‐target  organ 
sections  of  colorectal  cancer mouse model  at  5  h  upon  administration  of  buffer  (Control),  free 
ATTO488 (ATTO) and Sulfo‐Cy5 (S‐Cy5), T22‐GFP‐H6 (T22) nanoparticles or labeled T22‐GFP‐H6‐
ATTO  (T22‐ATTO)  and  T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5  (T22‐S‐Cy5)  nanoconjugates, monitored  by  the  IVIS 










in  targeted  drug  delivery  systems. However, whether  the  processes  for  labeling  drugs  or  their 






sense, GFP  is an  intrinsically  fluorescent and biologically neutral protein  that does not  interact or 
accumulate in body tissues upon i.v administration, showing only the expected fast renal clearance 




of  renal  clearance  and  outstanding  tumor  specificity  with  most  of  the  administered  material 
accumulated  in  target  tissue  in different models of  solid  tumors  and hematological malignances 






both models. This unspecific  tissue accumulation was particularly significant  in  liver and kidney 
(Figures 4B and 5B). Liver/tumor accumulation ratio significantly increased from below 0.2 in T22‐
GFP‐H6 to around 1.5 in labeled nanoparticles. This increase was particularly high for T22‐GFP‐H6‐
S‐Cy5  in  the CRC model. Similar behavior was observed  in kidney where  relative kidney/tumor 
uptake ratio also increased from below 0.2 to around 1.5–2.0 in both models, being more moderate 
again in the case of T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5 in the CRC model (Figures 4B and 5B). The mild differences 




Thus,  the  presence  or  absence  of  immune  cells  could  also  contribute  to modulate  nanoparticles 
interaction and retention in the studied organs. 
Our  results are  in  tune with other  reported biodistribution patterns where different  types of 
nanoparticles, including carbon nanotubes [47], self‐assembling bacterial nanotoxins [12] or chitosan, 
lipidoid  and  latex  nanoparticles  [14,15,48], were  similarly  labeled with  small molecular weight 
fluorescent dyes such as Rhodamines, Cyanines or ATTO molecules for in vivo tracking purposes. In 
all these experiments, strong liver or kidney accumulation was observed upon in vivo administration. 
However, none of  those  studies  considered  this biodistribution pattern  a direct  result of particle 
labeling. Other experiments using different molecular weight proteins with natural affinity for liver 
accumulation,  such  as  BSA  or  IgG‐s,  have  also  reported  increased  liver  uptake  upon  different 
fluorescent dye molecules conjugation [21]. This is a particularly critical issue since hepatic uptake 
and  toxicity of administered drugs  represent  severe concerns  in cancer  therapies. This undesired 
hepatic damage occurs even in actively targeted nanoconjugates including antibody drug conjugates 
(ADC) [49–52], for which liver uptake has shown to be especially enhanced when transporting drugs 
at high drug antibody  ratios  (DAR)  [53]. On  the other hand, artifact particle accumulation  could 
induce misleading interpretations about the biodistribution of the drug, which is critical in the design 
of targeted drug delivery systems. 










using  variants  with  binding  affinities  at  different  orders  of  magnitude,  have  reported  some 
differences  in  tumor  uptake  in  vivo  [54–56].  However,  biodistribution  being  the  result  of  a 
multifactorial process, it is not clear how dissociation constant (KD) can influence the tumor uptake 
of high molecular weight multivalent targeted nanoparticles, since higher affinities have shown to 
favor  the  tumor  uptake  of  small molecules  plateauing  at  certain  level  [54] while  restricting  the 
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localization and  tumor penetration of antibodies  [55,56]. In  this regard,  it has been described  that 
combinatorial binding entropy, related with  the equilibrium between  the attractive and repulsive 
contribution of multiple  ligands and  receptors, determines  the binding  in multivalent constructs, 
resulting  in much sharper response  to receptor density  than monovalent systems, which  is called 
super selectivity [57–59]. In this sense, we observe higher selectivity and tumor targeting capacity of 
parental  T22‐GFP‐H6  nanoparticles  in DLBCL mouse model, which  overexpress  higher  CXCR4 































shift  (−4  nm)  was  observed  in  the  conjugated  versions  (Supplementary  Figures  S1  and  S2). 
Interestingly,  the  hydrophobicity  of  fluorescent  molecules  has  been  related  with  unspecific 
interactions and liver accumulation [19,61]. 
In this sense, although the reported hydrophobicity (log D value) and the membrane interaction 
factor  (MIF  value)  are  significantly  different  for  both  ATTO  and  Sulfo‐Cy5  molecules  [44] 
(Supplementary Figure S1), none of the free molecules showed significant interaction with Toledo 
cells (Figure 3D) in vitro nor unspecific accumulation in any tissue in vivo (Figure 5C). Regarding 
labeled  nanoparticles,  both  T22‐GFP‐H6‐ATTO  and  T22‐GFP‐H6‐S‐Cy5,  present  similar  receptor 
specificity in cell culture (Figure 3C) and similar loss of targeting capacity in both human CXCR4+ 
cancer mouse models in vivo (Figures 4 and 5). Only moderate differences in liver/kidney ratio have 
been  observed  between  both  labeled  nanoparticles  in  the CRC model  (Figure  5).  Therefore,  the 
hydrophobicity of  fluorescent molecules  itself does not  correlate with  the general biodistribution 
changes observed in vivo, although it could contribute to modulate it. 
Overall, as the exact mechanisms involved in the observed modification of biodistribution are 
still  unclear,  alternative  tracking  strategies  such  as  nuclear  imaging  or  labeling  molecule 
Pharmaceutics 2020, 12, 1004  14  of  18 
 
encapsulation need to be considered, while new fluorescent dye molecules aimed at having low or 























mouse model  5  h  post  administration  represented  as  percentages  of  total  fluorescence  uptake  (%  TFU)  in 
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